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摘要 : 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 (中 utathione-S-transferases，CSTs ) 是 对 一 种 机 体 的 解毒 代谢 起 重要 作用 并 可 以 被 诱导 的 酶 
系 。 为 了 从 分 子 水 平 上 探究 家 下 Bombyx mori GSTs 基因 与 植物 次 生物 质 去 香 苷 代谢 的 关系 , 本 实验 采用 双 跟 踪 标 定 
定量 PCR (dual-spike-in qPCR) 方 法 , H 5x107!,5x10 7, 5 x10? ng/uL 3 个 浓度 芸香 苷 溶液 处 理 家 和 看 5 龄 幼虫 ， 
并 对 各 组 织 中 GSTs Epsilon 家 族 不 同 基因 的 转录 水 平 进行 检测 。 结 果 显 示 , 浓度 为 5x10 ng/ uL 的 芸香 苷 溶液 能 
诱导 GSTs 基因 的 转录 水 平 发 生 显 著 变 化 。 在 中 肠 中 ,BmGSTe] , BmGSTe2 和 BmGSTe6 的 诱导 转录 水 平 较 高 ， 在 诱 
导 后 24 h 达到 最 大 值 ; 在 脂肪 体 中 BmGSTel , BmGSTe6 和 BmGSTe7 的 转录 水 平 相对 较 高 且 分 别 在 诱导 后 2 h, 2 h 和 
4 h 达到 最 大 值 ; 而 CSTs 基因 在 马 氏 管 中 表 达 量 均 很 低 或 者 检测 不 到 表达 。 与 5Sx10 ng/pL REHE, 5 x 107 
ng/uL 的 芸香 苷 溶液 诱导 后 各 基因 的 转录 水 平 上 升 的 幅度 较 小 并 且 达 到 峰值 的 时 间 不 同 , 而 5x10- ng/kL 浓度 的 
去 理 苷 溶液 并 不 能 使 GSTs 基因 的 诱导 转录 水 平 发 生变 化 。 结 果 提 示 , 家 看 GSTs Epsilon 家 族 基因 对 去 香 苷 的 代谢 
具有 重要 作用 。 
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Abstract: Glutathione-S-transferases ( GSTs) play an important role in detoxification and can be induced. 





In order to study the relationship between the metabolism of the plant secondary metabolite rutin and the 
GSTs genes of Bombyx mori, we detected the transcription levels of Epsilon-class GSTs genes in different 
tissues of the 5th instar larvae and those treated with rutin (5 x 10^, 5 x 10 ^and 5 x 10 ? ng/L) using 
dual-spike-in qPCR. The results showed that rutin (5 x 10 ^ng/puL) can induce a significant change of the 
transcription levels of GSTs genes. In the midgut, BmGSTel, BmGSTe2 and BmGSTe6 had higher 
transcription levels and reached the maximum at 24 h after induction; in fat body, however, BmGSTel , 
BmGSTe6 and BmGSTe7 had higher transcription levels and reached the peak at 2 h , 2 h and 4 h after 
induction, respectively; and the transcription level of the GSTs genes did not change significantly or was 
undetectable in Malpighian tubules. Compared with the treatment with 5 x 10 ^ng/pL rutin, 5 x 10! ng/ 
uL rutin could induce a little change of the transcription levels of GSTs genes and the time when the 
expression peak occurred was not the same. However, 5 x 10 ^ng/pL rutin could not induce the change of 
the transcription level of the GSTs genes. The results suggest that the Epsilon-class GSTs genes play an 
important role in the metabolism of rutin. 
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去 香 甘 是 一 种 内 源 性 的 植物 次 生物 质 , 植物 在 
与 植 食性 昆虫 协同 进化 的 过 程 中 , 为 应 对 虫害 胁迫 
而 逐渐 形成 了 多 种 抗 虫 机 制 , 一 些 次 生 代谢 产物 就 
是 植物 应 对 虫害 胁迫 的 有 效 化 学 武器 ( 王 琛 柱 等 ， 
1993) 。 在 进化 过 程 中 , 植物 为 保全 目 己 而 产生 这 
些 次 生 代谢 物 来 驱 避 植 食性 的 昆虫 或 干扰 昆虫 的 生 
长 和 发 育 。 而 昆虫 也 为 了 适应 这 一 生态 环境 , 将 取 
食 人 体内 的 植物 次 生 代 谢 物 主要 通过 解毒 酶 类 
(GSTs, P450 和 酯 酶 ) 把 有 毒物 质 分 解 为 无 毒物 质 ， 
或 被 昆虫 利用 ,或 被 排出 体外 。 已 有 的 研究 表明 ， 
植物 次 生物 质 在 植物 对 植 食性 昆虫 的 化 学 防御 中 起 
重要 作用 , 能 引起 植 食性 昆虫 忌 避 、 拒 食 、. 中 毒 或 干 
扰 其 消化 和 对 营养 成 分 的 吸收 ( 钦 俊 德 ，1987 ) 。 
谷 胱 甘 肽 -S$- 转 移 酶 (glutathione-S-transferases， 
GSTs) 是 一 个 由 多 基因 编码 的 , 具有 多 种 功能 的 超 
基因 家 族 , 广泛 分 布 在 动物 植物 .酵母 ,细菌 等 生 
物体 中 , 具有 消除 内 源 和 外 源 性 有 毒物 质 的 功能 
(Sheehan et al., 2001) , Eh Bj GSTs 分 为 Delta， 
Epsilon, Omega, Theta, Sigma 和 Zeta 6 个 已 知 家 族 
以 及 未 知 家 族 ， 其 中 与 杀 虫 剂 抗 性 相关 的 为 昆虫 特 
HJ Delta 和 Epsilon 家 族 ( Chelvanayagam et al., 
2001), GSTs 对 有 毒 次 生物 质 的 代谢 起 重要 作用 ， 
而 其 同时 具有 可 诱导 性 ,寄主 植物 及 其 次 生物 质 可 
诱 使 某 些 昆虫 的 GSTs 活性 的 大 幅 增加 。 寄 主体 内 
的 次 生物 质 能 够 抵御 取 食 昆虫 的 侵害 , 并 对 昆虫 体 
内 解毒 机 制 具 有 诱导 作用 , 这 种 诱导 变化 使 昆虫 减 
轻 或 免 受 食物 中 次 生物 质 的 影响 ， 同 时 也 增强 了 对 
其 他 外 来 化 合 物 的 解毒 作用 (Ottea and Plapp, 
1981), 

GSTs 酶 系 具有 可 诱导 性 ,是 生物 体内 对 内 源 
和 外 源 有 毒物 质 的 一 种 适应 能 力 , 这 已 成 为 GSTs 
研究 中 的 一 个 热点 ( 陈 凤 菊 等 , 2003 ) 。 目 前 已 知 的 
诱导 剂 主要 包括 植物 次 生物 质 . 杀 虫 剂 、 除 草 剂 、 昆 
虫 激素 及 其 类 似 物 和 药物 等 。Le Goff 等 (2006 ) 以 
茶 巴 比 妥 和 阿 特 拉 津 诱导 果 蝇 时 发 现 不 同 的 诱导 物 
可 诱导 不 同 的 GSTs 基因 表达 , 在 肉 雄 间 也 存在 一 
定 的 差异 。 周 郑 等 (2007 ) 已 证 明了 蔡 香 苷 可 诱导 
斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura GSTs 的 活性 ， 高 希 武 等 
(1997) VUE BF VS E BS TH. Helicoverpa armigera 后 
发 现 GSTs 的 活性 提高 了 4 ~18 fit. 

本 人 研究 室 赵 国 栋 等 (2010 ) 用 不 同 内 源 参 照 基 
因 检测 家 和 在 Bombyx mori 不 同 组 织 中 的 GSTs 基因 
所 得 的 数据 差异 较 大 , Zhang 等 (2009 ) i 44 BS ODUIR 
踪 标 定 定 量 PCR( dual-spike-in qPCR ) 方 法 , 通过 在 


最 初 处 理 样 本 时 同时 加 上 外 源 RNA 和 DNA, 用 
qPCR 测定 的 靶 基 因 DNA. 找 贝 数 转录 成 mRNA 的 
比率 可 以 用 外 参 和 它 的 真实 mRNA-DNA 比率 来 矫 
IE, 并 且 每 个 基因 拷贝 的 转录 水 平 也 可 以 测 出 。 与 
一 般 的 qPCR 相 比 ,此 方法 不 依赖 于 样品 的 内 源 参 
照 而 且 误差 更 小 。 因 而 本 实验 采用 双 跟 踪 标 定 定 量 
PCR 方法 , 对 家 乔 中 CSTs Epsilon 家 族 基 因 在 添 食 
不 同 浓 度 和 去 香 苷 的 饲养 条 件 下 的 转录 水 平 进行 了 检 
测 , 通过 比较 转录 水 平 的 变化 趋势 ,研究 不 同 的 
GSTs 基因 与 去 香 苷 代谢 之 间 的 相关 性 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 材料 

以 本 研究 室 保存 的 家 看 大 造 品 种 为 实验 材料 ， 
饲育 条 件 : 26 + 1C ，RH 60% ~75% , RHA., W 
水 将 蔡 香 苷 粉末 配制 成 5x10 ,5x10”,5x 
10 7 ng/uL 3 个 浓度 的 溶液 , 从 5 龄 第 2 天 开始 ， 
用 云 香 甘 溶液 浸泡 桑 叶 , REKE 2 h 后 换 用 正 管 
桑 叶 。 每 10 头 和 蛋 为 一 个 样本 , 分 别 取 跌 食 后 0, 2, 
4,8, 12, 24, 48, 72 h ZE 5 龄 幼虫 的 中 肠 ,， 脂 
肪 体 和 马 氏 管 ; 男 以 普通 桑 叶 饲 养 的 家 看 5 龄 幼虫 
为 对 照 。 取 样 重复 两 次 ,用 PBS 冲洗 后 贮存 在 
-70 世 备用 。 
1.2. 试剂 和 药品 

2-839 Jc (Ca Has O16) 由 美国 Sigma-Aldrich 
公司 提供 , TRNzol Total RNA Reagent 由 天 根 科 技 有 
限 公 司 公 司 提 供 ，DNase I. M-MLV 反 转 录 酶 、 
RNase Inhibitor SYBR Premix Ex Tag ”等 由 TaKaRa 
公司 提供 , 引物 由 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 
公司 提供 。 
1.3 ”核酸 的 提取 
1.3.1 外 源 参照 基因 : 外 源 参 照 基因 IFP2 由 中 国 
科学 院 上 海 生 物化 学 与 细胞 生物 学 研究 所 陆 长 德 组 
提供 。 外 源 参 照 基 因 的 DNA 是 含 IFP2 基因 片段 的 
线性 化 质粒 pPigT7(4 983 bp) , mRNA 是 将 线性 化 
质粒 pPigT7 进行 体外 转录 , 纯化 并 定量 后 的 IFP2 
mRNA; 二 者 按 质 量 比 1 pg: 1 pg 配 成 RNA/DNA 
混合 液 , mRNA/DNA 拷贝 数 比 为 4.09:1。 
1.3.2 总 RNA 的 提取 :在 冰 上 人 解剖 各 组 织带 官 ， 
取 约 100 mg 组 织 加 1 mL TRNzol 液 在 液 氮 中 人 研磨 
成 粉末 ; 加 入 外 源 参照 基因 RNA/DNA 混合 物 $ 
pL, 继续 研磨, 在 室温 放置 5 min; 12 000 rpm, 
4C, Ab 15 min; ETT REEL TRNzol 液 加 入 
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0.2 mL 握 仿 ,剧烈 震荡 ,室温 放置 2 ~ 3 mi, 
12 000 rpm, 4% ,离心 15 min; 这 时 离心 管内 液体 
分 成 3 J, 上 层 为 合 RNA 的 水 相 , PEA DNA, 下 
层 为 合 重 日 质 的 有 机 相 ; 取 上 清 液 ,并 保留 离心 管 
内 残 液 以 备 提取 DNA; 按 每 坚 升 TRNzol 液 加 入 0.5 
mL $A, Wa, Ei E10 min, 12 000 
rpm, 4C, Bj» 10 min, REFR; E BREST 
TRNzol 液 加 入 1 mL 75% DEPC ZE, MANERES, 
5 000 rpm, 4% ,离心 5 min, 弃 上 清 液 ; 室温 干燥 ， 
看 到 日 色 沉 诞 变 成 半 透 明 后 加 入 20 mL DEPC H,O 
溶解 , 用 DNase I 处理, 保存 在 - 707C 中 , HEE 
量 PCR 的 模板 。 

1.3.3 DNA WER: 取 上 述 离心 管内 残 液 , 加 入 
0.3 mL 100% 乙醇 ， 混 义 ， 放 置 2~4 min; 6 000 
rpm, 4^C , 离心 5 min; 除去 酚 - 乙 醇 上 清 , 沉淀 即 为 
DNA; 加 入 lmL 0. 1 mol/L 柠檬 酸 配 制 的 10% Z 
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HE. 放置 30 min; 6 000 rpm, 4% ,离心 5 min; 1 mL 
0. 1mol/L 柠檬 酸 配制 的 10% 乙醇 再 洗 一 次 ; 加 入 1 
mL 75% 乙醇 ,放置 10 ~20 min; 6 000 rpm, 4€, 
离心 5 min; 室温 干燥 后 , 加 入 TE Xf; 12 000 
rpm, 4C, Ej» 10 min 以 除去 不 溶解 的 胶 状 物 , 保 
存在 -20 中 ,用 作 定 量 PCR 的 模板 。 
1.4 cDNA 第 一 链 的 合成 

50 pL 反应 体系 包括 : 总 RNA 1 pg, 50 pmol/L 
Oligo (dT) ,,5| 2] 1 pL,5 x M-MLV buffer 10 uL, 10 
mmol/L dNTP 2.5 uL, 40 U/mL RNase Inhibitor 0. 5 
uL, 200 U/uL M-MLV 反 转 录 酶 1 uL; 于 42% 反 应 
1 h, 
1.5 引物 的 设计 与 合成 

实验 所 用 的 引物 均 使 用 Primer5. 0 软件 设计 ， 
引物 序列 见 表 1。 


表 1 Real-time PCR 引物 
Table1 Primer pairs for Real-time PCR 


目的 基因 引物 序列 (5 -3^) 
Target gene Primer sequence 
F: ATACGGCAAAGGCAGTTCA 
BmGSTel 
R: TTTTCTCGCAAAGCAGGATA 
F: ATCTGGTGATTGCCGATAGC 
BmGSTe2 
R: TGGGGAATAGAATGGTCGC 
F: GCGGCGAGAAAGAAATACG 
BmGSTe5 
R: CTGATGCGAAGTAACGCAGCAA 
F: GTAAACCGGAACACGCTCAT 
BmGSTe6 
R: CCATAACGGCCCTCAATCTA 
F: ATTTGCGACTTTTGCTGTGC 
BmGSTe7 
R: CCAATTCATCCATCCACCTCT 
IFP2 F: CTGTGCACGCTAGTTGTC 
R: TCACTACTTCCGGTATCTCG 


1.6 Real-time PCR 

Real-time PCR 反应 采用 欧 光 染料 SYBR Green 
I Æ ABI Prism 7300 上 进行 。 

PCR 反应 体系 : SYBR Premix Ex Taq (2 x ) 10 
uL, E3314] (10 pmol/L) 0.4 uL, 下 游 引物 (10 
jumol/L) 0. 4 uL, ROX Reference Dye(50 x ) 0.4 
uL, 模板 2.0 uL, dH,0 6.8 uL, 总 体系 20 uL, 

PCR 程序 : 50C 2 min; 95C 预 变 性 1 min; 
95*C 15 s, 60C 31 s, 45 个 循环 ; Dissociation Stage, 
每 个 样品 重复 3 次 。 
1.7 标准 曲线 制作 

将 Hind M 处 理 的 线性 化 模板 pPigT7 稀释 成 不 


引物 Tm fi (^C) 产物 长 度 (bp) 产物 Tm f (0C. 
Tm of primer Product length Tm of products 

56.5 

108 82.6 
56.4 
57.5 

150 84.4 
58.0 
58.6 

139 85.9 
59.0 
57.6 

114 84.2 
57.8 
58.9 

100 80.9 
58.6 
57.3 

144 80.0 
57.8 


同 的 浓度 梯度 , 利用 real-time PCR 测定 IFP2 的 Ct 
值 , 制作 成 标准 曲线 。 由 于 下 列 计算 中 涉及 所 测 基 
因 的 不 同 a 值 (标准 曲线 的 斜率 )( 表 2) ， 需 按 同 样 
的 方法 制作 各 基因 的 标准 曲线 。 

R2 各 基因 标准 曲线 的 斜率 


Table 2 The slope of standard curve for each gene 


目的 基因 
IFP2 BmGSTe] BmGSTe2 BmGSTe5 BmGSTe6 BmGSTe7 
Target gene 


a 值 


a value 


-3.69 -3.38 -3.02 -3.20 -3.53 -3.42 
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1.8 数据 统计 与 分 析 

所 测 数 据 根据 Zhang 等 (2009 ) 方 法 进行 计算 ， 
计算 所 得 mRNAADNA 找 贝 数 比 值 代表 基因 的 转录 
水 平 。 数 值 表 示 为 平均 数 圭 标准 差 (SD) ; 用 上 检验 
对 处理 组 与 对 照 组 之 间 差 异 显著 性 进行 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同 浓度 芸香 苷 溶液 对 家 看 不 同 组 织 中 
GSTs 基因 的 诱导 作用 

从 家 看 5 龄 幼虫 第 2 天 开始 , 添 食 不 同 浓度 的 
去 香 背 浴 液 后 测定 不 同 组 织 中 GSTs 基因 的 转录 水 
平 。 研 究 发 现 浓度 为 5 x10 ng/uL 的 芸香 苷 溶液 
能 使 BmGSTel , BmGSTe2 和 BmGSTe6 在 中 肠 中 的 
转录 水 平 有 所 提高 ， 脂 肪 体 中 则 是 BmGSTel, 
BmGSTe6 和 BmGSTe7 出 现 了 诱导 转录 水 平 上 升 ， 
但 是 增加 幅度 都 较 小 。5 x 10 7 ng/uL 浓度 的 芸香 
TuS, GSTs 基因 在 各 组 织 中 均 检 测 不 到 显著 
的 转录 水 平 上 调 或 者 下 降 现 象 。 而 在 浓度 为 5 x 
10“ ng/uL A ZEE d EHE UE SR. TE 
BmGSTel , BmGSTe2 和 BmGSTe6 的 转录 水 平 显著 提 
高 , 分 别提 高 100 ~ 1 000 倍 不 等 ; 在 脂肪 体 中 


BmGSTel , BmGSTe6 和 BmGSTe7 的 转录 水 平 与 对 照 
相 比 提高 了 几 十 至 一 百倍 ; 马 氏 管 中 各 基因 的 表达 
量 均 比较 低 并 且 无 明显 变化 。 综 合 来 看 , 5 x10 
ng/ ML 浓度 的 云 香 车 溶液 对 家 看 GSTs 基因 的 诱导 
效果 最 好 。 
2.2 芸香 苷 诱导 后 GSTs 基因 在 家 蚕 中 肠 中 的 转 
录 水 平 

如 表 3 所 示 , 经 芸香 鞋 溶液 (5 x 10 7 ng/pL) 
诱导 家 看 后 BmGSTe] ，BmGSTe2 和 BmGSTe6 的 转 
录 水 平 较 高 , 而 BmGSTe5 和 BmGSTe7 则 较 低 。 此 
结果 说 明 , ZR YAHRLES US EE BJ JL I VS SP ZUR, 
在 中 肠 组 织 中 GSTs 基因 的 表达 量 提高 , 但 是 不 同 
的 基因 受 诱导 的 水 平 不 同 。 
2.3 芸香 背 诱 导 后 GSTs 基因 在 家 等 脂肪 体 中 的 
转录 水 平 

表 4 显示 的 是 家 看 添 食 芸香 苷 (5 x10 ng uL) 
后 一 定时 间 内 各 基因 在 脂肪 体 中 的 转录 水 平 。 从 表 
4 中 可 以 看 出 , 除 BmGSTe2 和 BmGSTe5 外 ， 其 他 基 
因 在 受 诱导 以 后 均 有 较 高 水 平 的 转录 , 其 中 以 2h 和 
4 h 时 转录 上 调 最 为 明显 。 说 明 脂肪 体 作为 主要 的 解 
RAR, 对 植物 次 生物 质 云 香 革 的 敏感 度 也 较 高 。 


表 3 经 芸香 昔 (5 x10 ng/ pL) 诱 导 后 不 同时 间 GSTs 基因 在 家 每 中 肠 的 转录 水 平 
Table3 The transcription level of GSTs genes in the midgut of Bombyx mori at diffenent time after induction 
with rutin (5 x10 ng/pL) 


Oh 2h 4h 8h 12 h 24 h 48 h 72 h 
BmGSTel 0.10 +0.01 111.46 +20.68 9.84 +0.00 190.65+3.27 1.04+0.01 1839.19 155.79 1.11+0.18 3.20 x0.88 
BmGSTe2 0.01 +0.00 26.93 +0.61 1.21 +0.03 11.42 +0.09 0.47 +0.07 723.21 +2.76 0. 16 x0.01 0.05 x 0.00 
BmGSTe5 | 0.01 +0.00 0. 04 +0. 02 一 0.41 +0.07 0.03 +0.01 6.09 x 0.36 一 一 
BmGSTe6 | 0.02 +0.00 2.21 x1.64 0.03 +0.00 3.56 +0.18 | 0.59 «0.00 65.16 +6.07 0.02 x0.00 0.07 +0.01 
BmGSTe7 一 1.29 +0.20 1.83 +0.14 2.52 +0.20 0.02 x0.39 21.79 x 0.00 一 一 
表 中 数据 (平均 值 + SD) 为 mRNA/DNA $2 DH 2 EA, Data (mean € SD) in the table are the ratio of mRNA/DNA copy number. - : 未 检测 到 Not 


detectable. 下 同 The same below. 


R4 经 芸香 苷 (5 x10 ngal) 诱导 后 不 同时 间 GSTs 基因 在 家 等 脂肪 体 的 转录 水 平 
Table 4 The transcription level of GSTs genes in fat body of Bombyx mori at different time after induction 
with rutin (5 x10 ng/pL) 


12 h 24 h 48 h 72h 


Oh 2h 4h 8h 
BmGSTel] | 0.05 x0.01 70.64 x6.85 47.47 +0.32 
BmGSTe2 | 0.01 0.00 2.69 +0.04 2.03 +0.31 
BmGSTe5 | 0.09 x0.01 1.49 x 0.26 - 
BmGSTe6 0.01 +0.00 159.56 +6.37 93.80 +2.12 10.22 +0.27 


BmGSTe7 | 0.03 0.00 65.87 x1.57 106.05 +3.16 


4.56 x 0.22 


0.14 x 0.01 


0.09 x 0.00 


7.08 +0.57 


3. 44 x 0.07 0.11 x0.00 0.40 x0.03 2.49 x0.03 
0.03 x 0. 00 - - - 
0.01 x 0.00 - - - 
2.36 x 0. 26 0.26 x 0.01 0.57 x0.01 1.23 +0.05 
1.40 x 1.23 0.16 x 0.02 0.38 +0.03 1.15 x0.01 
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2.4 芸香 苷 诱导 后 GSTs 基因 在 家 乔 马 氏 管 中 的 
转录 水 平 
从 表 5 中 可 以 看 出 , AFH x10 7 ng 


54 3 


RD) 诱 导 后 ,家 看 马 氏 管 中 各 个 基因 的 表达 量 都 很 
R, 几乎 检测 不 到 。 说 明 在 此 组 织 中 芸香 苷 对 
GSTs 基因 没有 明显 的 诱导 作用 。 


R5 经 芸香 苷 (5 x10  ng/uL) 诱导 后 不 同时 间 GSTs 基因 在 家 蚕 马 氏 管 的 转录 水 平 
Table5 The transcription level of GSTs genes in malpighian tubules of Bombyx mori at different time 
after induction with rutin (5 x10 ^ ng/yL) 


Oh 2h 4h 
BmGSTel 0.02 +0.00 1 0.012x0.00 0.01 +0.00 
BmGSTe2 0.01 +0.00 0.02 x0.00 一 
BmGSTe5 0. 02 x 0. 00 一 0.00 x 0. 00 
BmGSTe6 0.53 0.090 0.05 x0.01  Á 0.09 «0.00 
BmGSTe7 0.16 +0.04 0.01 «0.00 1.26 «0.14 
2.5 不 同 浓度 芸香 苷 诱导 后 BmGSTel 基因 的 转 
录 水 平 
我 们 测定 并 分 析 了 家 和 看 5 龄 幼虫 中 肠 和 脂肪 体 


中 BmGSTel 基因 的 诱导 转录 水 平 , 如 图 1。 
相 比 , 添 食 5 x 10 


与 对 照 
^ng/uL 的 鞭 香 苷 后 其 转录 水 平 









8h 12 h 24 h 48 h 72 h 
0. 06 x 0. 03 - - - - 
0.01 x0. 00 - - - - 
0.44 +0.05  Á 5.77 +0.23 - - - 


的 去 香 苷 诱导 后 ， 转 录 水 平 仅 在 8 h 时 小 幅 上 升 
(图 1:A)。 脂 肪 体 中 ，BmCS7e7 在 5 x 10 ^ ng/uL 
去 香 苷 诱导 下 的 转录 水 平 提高 了 70 倍 , 且 在 2 达 
到 最 大 , 随后 逐步 降 至 正常 水 平 ; 高 浓度 去 香 苷 (5 
x107! ng/L) BFR, 直到 24 h 才 呈 现 出 增 量 表 
达 , 并 随后 降低 (图 1:B)。 
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图 1 ERRIA BmGSTel REREH (A) 和 脂肪 体 (B) 中 的 转录 水 平 


在 中 肠 上 升 了 1 800 倍 ; 而 浓度 为 5 x107 ng/uL 
A 
B 对 照 Control 
1839 E] 5x10? ng/pL 
[] 5x10! ng/pL 
1836 
9 
E 
6 
31 
诱导 时 间 Induction time (h) 
Fig. 1 


同一 时 间 段 处 理 与 对 照 间 的 差异 显著 性 进行 了 比较 (检验 ) ， 


treatment and the control at the same treatment time was tested (t test ) 


2.6 不 同 浓 度 芸香 苷 诱导 后 BmGSTe6 基因 的 转 
录 水 平 

从 图 2 中 可 以 看 出 BmGSTe6 基因 经 5 x 10? 
ng/ uL 的 去 香 苷 诱导 后 在 中 肠 和 脂肪 体 中 均 呈 现 出 
高 水 平 转录 , 分 别 在 24 h 和 2 bh 达到 峰值 。 相 比 而 


, 0.001 PzO0.05, 


The transcription level of BmGSTel in the midgut ( A) and fat body (B) of Bombyx mori after induction with rutin 
*0. 01 PzO.05, 


=*= P<0.01; 图 2 fn]; The significant difference between the 
™ P«0.01. The same for Fig. 2. 


言 , HEBSRSDERTRXGAE ET PE.T5x107 
ng/ uL WEREMA, 15 中 仅 在 诱导 后 8 h 和 
12 h 时 检测 到 增 量 表达 但 达 不 到 高 水 平 ; 脂肪 体 中 
的 诱导 转录 水 平 总 体 很 低 , 并 在 24 h 到 达 最 大 , 随 
后 降低 。 
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图 2 芸香 背 诱 导 后 BmCS7e6 AED DESCR HER CA. ) 和 脂肪 体 (B) 中 的 转录 水 平 
Fig. 2 The transcription level of BmGSTe6 in the midgut ( A) and fat body (B) of Bombyx mori after induction with rutin 


3 讨论 

在 进化 过 程 中 , 昆虫 为 了 适应 各 种 生存 环境 ， 
其 体内 的 解毒 酶 系 可 被 诱导 以 帮助 其 解除 对 目 身 有 
毒 而 不 利于 生存 的 各 种 内 源 或 者 外 源 化 合 物 
( Frolov and Alatortsev, 1994) 。 植 物 次 生性 物质 诱 
导 的 解毒 酶 系 与 杀 虫 药剂 的 代谢 酶 系 相同 或 相近 ， 
使 得 取 食 含有 次 生性 物质 的 植物 的 昆虫 对 杀 虫 药剂 
的 解毒 代谢 增加 ,从 而 耐 药 性 或 抗 药 性 增加 。 

本 实验 用 5 x10”,5x10“ 和 5 x10 ng/uL 
3 个 浓度 的 去 香 苷 溶液 诱导 家 和 在,， 并 测定 了 中 肠 、 
脂肪 体 和 马 氏 管 中 GSTs 基因 的 转录 水 平 。 结 果 表 
Bj, 5 x10” ng/pL 的 芸香 苷 处 理 后 ,中 肠 和 脂肪 
体 中 分 别 在 8 h 和 24 h 检测 到 基因 低 水 平 表达 , 推 
测 可 能 是 高 浓度 的 外 源 物质 对 机 体 细胞 损伤 较 大 所 
致 。5 x10“ ng/pL SFPA, 中 肠 和 脂肪 体 
中 GSTs 基因 呈现 出 高 水 平 的 增 量 表达 , 说 明 GSTs 
可 以 被 去 香 车 诱导 从 而 解除 其 对 机 体 的 干扰 。 而 5 
x10 ng/uL 浓度 的 蓉 香 并 诱导 后 各 组 织 中 的 
GSTs 基因 转录 水 平 都 很 低 或 者 检测 不 到 , 推测 可 
能 是 由 于 去 香 苷 的 浓度 未 能 达到 引起 GSTs 基因 对 
其 应 答 的 国 值 。 

在 中 肠 中 , EO x10 ”ng/RL) 诱 导 后 2 h 
检测 到 BCS7e7 , BmGSTe2 和 BmGSTe6 基因 增 量 
表达 且 在 24 h 达到 最 高 , 推测 它们 是 中 肠 中 应 对 外 
源 物质 的 主要 基因 。 脂 肪 体 是 昆虫 最 主要 的 解毒 器 
官 , 因此 在 5 x10 ng/uL 浓度 的 芸香 苷 处 理 后 ， 
BmGSTel , BmGSTe6 和 BmGSTe7 基因 的 表达 量 在 
2 h 就 迅速 上 升 来 应 对 外 源 物 质 的 进入 ,随后 逐步 


降低 。 和 去 香 苷 诱导 后 马 氏 管 中 GSTs 基因 的 表达 量 
均 很 低 ， 推 测 可 能 是 该 组 织 不 参与 对 丢 香 苷 的 
代谢 。 

本 实验 的 数据 表明 ,以 植物 次 生物 质 去 香 昔 为 
ATU, KRANA GSTs 基因 在 不 同 的 组 织 中 诱 
导 转 录 水 平 不 同 , 并 且 呈 现 出 了 剂量 和 时 间 效 应 。 
HB, BmGSTel 和 BmGSTe6 在 受 诱 导 后 的 转录 上 
调 最 为 明显 , 推测 这 两 个 基因 可 能 是 参与 家 不 对 植 
物 次 生物 质 代谢 的 主要 功能 基因 。 目 前 , 已 有 大 量 
的 研究 阐述 昆虫 的 GSTs 活性 和 植物 次 生物 质 对 其 
的 诱导 作用 , 但 是 在 家 在 中 这 方面 的 研究 还 未 见报 
者 。 本 实验 采用 双 跟 踩 标定 定量 PCR 的 方法 , 从 
分 子 水 平 上 人 研究 家 看 受 去 香 车 诱导 后 的 转录 情况 ， 
为 进一步 探讨 植物 次 生物 质 诱导 对 昆虫 耐 药性 的 研 
究 以 及 鳝 翅 目 害虫 的 防治 提供 参考 , 并 希望 能 对 家 
看 的 抗 性 研究 提供 一 些 理 论 依据 。 
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